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I. INTRODUCCIÓN 
I. 1. CONSERVACIÓN DEL VINO 
Tradicionalmente se ha usado el dióxido de azufre para controlar 
microorganismos indeseados durante la fermentación y la conservación del vino. Por ello, 
se añade a la cosecha de uvas y después de la fermentación alcohólica y maloláctica. El 
dióxido de azufre actúa como agente antimicrobiano y como antioxidante en el vino. Sin 
embargo, muchas bacterias son resistentes a altas concentraciones de dióxido de azufre 
(Bartowsky, 2009). Además, parte de la cantidad añadida pasa a forma químicamente 
coordinada que ya no tiene actividad antiséptica ni antioxidante, pero mantiene las 
contraindicaciones relacionadas con la salud. Por eso, hay una tendencia global de reducir 
el uso de dióxido de azufre, principalmente por problemas de salud pública. Por tanto, se 
están buscando alternativas al dióxido de azufre que incluyen inhibidores microbianos 
físicos y químicos. Entre los inhibidores químicos podemos distinguir los productos 
químicos y aquellos que son productos naturales. Aunque todos ellos como aditivos 
requieren una legislación sobre su uso en el vino. 
Se ha empleado el dimetildicarbonato (DMDC) que es inhibidor de los 
microorganismos, aunque, según Bartowsky (2009), se observa que ciertas cepas de 
levaduras presentan resistencia, y se ha comprobado que en las dosis permitidas no inhibe 
las bacterias del ácido láctico (LAB) ni las del ácido acético (AAB). Se ha aprobado su uso 
para conservación del vino por la Unión Europea en cantidades máximas de 200 mg/L 
para vinos con más de 5 g/L de azúcares residuales. En Estados Unidos se puede emplear 
durante el almacenamiento del vino en dosis superiores a los 200 mg/L. Concentraciones 
entre 250-400 mg/L inhiben varias cepas de levaduras. También se ha observado que este 
producto provoca un aumento en la intensidad de color en vinos tintos, que se debe 
posiblemente a la interacción entre el DMDC y las antocianinas (Santos et al., 2012). 
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Como productos naturales se han usado la lisozima, las bacteriocinas y los 
taninos enológicos. La lisozima inhibe las especies de LAB durante la fermentación 
alcohólica reduciendo el riesgo de aumento de acidez volátil, y retrasando y bloqueando la 
fermentación maloláctica, a la vez que controla las LAB durante las etapas de 
almacenamiento (Bartowsky, 2009). La eficacia de la lisozima en la inhibición de las LAB 
depende de la cepa y de las condiciones de vinificación. Debido a su carácter alergénico 
(para consumidores alérgicos al huevo de gallina) se debe mencionar su uso en la etiqueta 
de la botella y se ha fijado su límite en 500 mg/L (Santos et al., 2012). 
Las bacteriocinas, como la nisina, pediocina y plantaricina, son producidas por 
algunas LAB, e inhiben ciertas especies bacterianas. No actúan sobre las levaduras. 
Aunque parecen tener gran potencial para disminuir la cantidad de dióxido de azufre en 
vinos, aún no se ha aprobado su uso para la vinificación. La nisina, la única bacteriocina 
disponible comercialmente, es un péptido de 35 aminoácidos con actividad 
antimicrobiana, que es producido por una bacteria de ácido láctico específica. Actúa sobre 
la membrana citoplasmática haciendo a la célula permeable a componentes iónicos 
pequeños. Sin embargo, su actividad es limitada en bacterias gram-negativas, dependiendo 
de las cepas. No presenta ningún color ni olor y no es tóxica. Ya que la lisozima y la nisina 
muestran diferentes modos de acción, se ha estudiado la sinergia entre estos dos agentes. 
Se encontró que una mezcla de nisina:lisozima 1:3 era más activa que cualquiera de las 
dos por separado. La nisina es la más cara de los dos productos. Se ha demostrado incluso 
su efecto sinérgico en presencia de condiciones altamente salinas, que en principio 
inhiben la actividad de la lisozima (Chung y Hancock, 2000). 
Se ha propuesto que una combinación de DMDC, que mata las levaduras, con 
bacteriocinas, que matan las bacterias, podría ser adecuada para reemplazar al dióxido de 
azufre. Sin embargo, aún no se ha aprobado el uso de bacteriocinas, y no se ha estudiado 
su capacidad antioxidante ni su efecto sobre las propiedades organolépticas del vino. 
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Los taninos enológicos, sobre todo los compuestos fenólicos, también tienen 
actividad contra agentes bacterianos (Bartowsky, 2009). Sus estructuras permiten 
neutralizar los radicales libres, inhibiendo por tanto la oxidación en el vino mediante dos 
mecanismos: la actividad destructora de radicales libres y la inhibición enzimática. Parece 
ser que la adición de taninos no afecta al proceso de fermentación, e incluso que los vinos 
tienen mayor calidad sensorial que los obtenidos por sulfitado. Sin embargo, no todos los 
taninos presentan estas características, algunos como los galotaninos producen un 
aumento de color amarillento (Bautista-Ortin et al., 2005). Los extractos fenólicos de los 
taninos muestran efectividad contra levaduras y bacterias, debido a su capacidad de 
incrementar la permeabilidad de la membrana citoplasmática consiguiendo la liberación al 
medio de los constituyentes celulares. Los diferentes efectos de estos compuestos se 
atribuyen a su estructura, carácter lipofílico, y especialmente, a la concentración añadida 
(Papadopoulou et al., 2005). La obtención de los taninos a partir de los residuos de la 
vendimia convierte estos productos en una alternativa viable, aunque la concentración 
requerida como agente antimicrobiano es superior a la que se encuentra normalmente en 
los vinos. Habría que considerar, entonces, si la aplicación de dosis mayores a las 
habituales cambiaría las propiedades fisicoquímicas y organolépticas del vino. Se ha 
propuesto una mezcla de bacteriocinas, DMDC y taninos para reemplazar al SO2. También 
se valora una combinación de los taninos con lisozima, ya que previenen el desarrollo de 
fermentaciones bacterianas indeseadas e influyen en los compuestos volátiles 
produciendo vinos con mejor efecto sensorial (Santos et al., 2012). 
En cuanto a los inhibidores físicos se están empleando con éxito tecnologías 
emergentes como la alta presión, los ultrasonidos, la irradiación ultravioleta y los pulsos 
eléctricos de alto voltaje. La aplicación de altas presiones provoca la inactivación de los 
microorganismos y enzimas mientras que no afecta a las moléculas del sabor ni a las 
vitaminas. Sus efectos antimicrobianos son resultado del daño que provocan a la 
membrana citoplasmática. Esta tecnología está considerada como una tecnología verde, ya 
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que usa agua como medio de compresión y es eficiente energéticamente. Dado que actúa 
sobre enlaces no covalentes sin afectar a los covalentes, los alimentos mantienen la 
frescura, sabor, textura y color característicos, aunque se ha demostrado que afecta a la 
calidad sensorial del vino. Incluso parece que activa a las enzimas responsables de 
procesos de oxidación, perdiendo así el carácter antioxidante. Por lo tanto, su uso se ve 
limitado a la etapa final de la vinificación, reemplazando la adición de SO2 antes del 
embotellado. Sin embargo, esta tecnología está todavía en sus comienzos y debe estudiarse 
más a fondo su efecto sobre la composición volátil del vino, el color, y la actividad 
antioxidante y sobre los compuestos fenólicos. 
Los ultrasonidos tienen la capacidad de formar y colapsar microburbujas de alta 
energía (mediante cavitación), inactivando los microbios. Su mecanismo de acción se 
centra en el debilitamiento de las membranas, el calentamiento localizado y la producción 
de radicales libres (Bartowsky, 2009). Esta tecnología permite procedimientos de 
esterilización del vino sin emplear procesos térmicos, aunque su eficacia depende tanto 
del tipo y cantidad de microorganismos como de la frecuencia de la onda ultrasónica. Por 
eso, requiere un uso conjunto con otros preservativos del vino. Además, presenta 
propiedades antioxidantes, y afecta levemente a los parámetros enológicos. El uso de 
ultrasonidos puede parar o retrasar la fermentación maloláctica (MLF), o por el contrario, 
acelerar la lisis celular de las levaduras promoviendo la MLF. Puede incrementar la 
cantidad de compuestos fenólicos en vinos tintos y acelerar su envejecimiento, 
aumentando así las ventajas económicas de su uso en la vinificación. Sin embargo, se 
requieren más estudios para llegar a reemplazar por completo al SO2. 
La radiación ultravioleta reduce las poblaciones de LAB, pero también afecta a la 
calidad sensorial del vino (Bartowsky, 2009). Se ha demostrado que presenta una serie de 
ventajas que incluyen la destrucción de contaminantes orgánicos, que no se forman 
productos tóxicos, y que el tratamiento requiere mucha menos energía que otros procesos 
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térmicos de esterilización. Sin embargo, parece ser que los compuestos fenólicos de los 
vinos tintos son capaces de absorber la radiación ultravioleta, impidiendo que esta actúe 
sobre los microorganismos. Esta técnica se ve también afectada negativamente por la 
turbidez del vino. Si se emplea esta metodología en etapas iniciales del proceso de 
fermentación se puede conseguir un aumento de los compuestos beneficiosos para la 
salud presentes en el vino (Das et al., 2010). 
Los pulsos eléctricos de alto voltaje constituyen una técnica rápida, no-térmica y 
altamente efectiva para la inactivación de microorganismos patógenos en alimentación. La 
corta duración y el alto voltaje del campo provocan la electroporación de la membrana 
aumentando su permeabilidad y provocando la destrucción irreversible de la misma. Su 
efectividad depende de la matriz alimentaria, de los microorganismos, y de las condiciones 
del tratamiento. Se ha observado también que puede actuar como antioxidante porque 
modifica las enzimas relacionadas con la oxidación. Se comprueba que es más efectivo 
contra levaduras que contra bacterias. Podría reemplazar al dióxido de azufre por sus 
propiedades y porque no afecta a los contenidos de los compuestos nitrogenados, ácidos 
grasos, o compuestos nutritivos para el crecimiento de las levaduras (Garde et al., 2007). 
Su utilización podría reducir el tiempo en los procesos de maceración y envejecimiento del 
vino, aunque se observa que el sabor del vino es menos complejo que el de los vinos 
sulfitados, debido a las complicadas reacciones del SO2 con los compuestos del mosto 
(Garde et al., 2007). 
Como resumen, los inhibidores químicos son más versátiles a la hora de 
emplearlos en las distintas etapas de la vinificación, al revés que las tecnologías físicas. A 
pesar de los resultados prometedores de los métodos físicos y químicos, no se ha 
encontrado ninguno que por sí solo pueda realizar todas las funciones del SO2. El reto 
científico está en saber combinarlas para obtener el mismo o mejor resultado que el 
sulfitado del vino, y con menos problemas para la salud. 
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I.1.1. Dióxido de azufre 
El uso general del dióxido de azufre para la conservación de alimentos procede 
de finales del siglo XVIII. Se usa actualmente en diferentes industrias alimentarias, 
especialmente en aquellos productos de bajo pH, como zumos de frutas o bebidas 
fermentables. Es probablemente uno de los aditivos más versátiles y eficientes usados en 
vinificación debido a sus propiedades antisépticas y antioxidantes (Ribéreau-Gayon et al., 
2006). 
Su adición mejora la fermentación del vino por inhibición de levaduras y 
bacterias indeseadas. La efectividad del dióxido de azufre como antioxidante y agente 
antimicrobiano depende de la cantidad de SO2 molecular en solución. El porcentaje de las 
distintas formas químicas en las que se encuentra presente en el vino y los equilibrios 
entre ellas, depende del pH. Cuando el pH es inferior a 1,77 predomina la forma molecular 
del dióxido de azufre; y a pH superior a 7,2 se presenta principalmente como iones sulfito. 
A pH intermedio está en proporciones variables de ión bisulfito. En la mayoría de los vinos 
(con un pH entre 3-4), existe como ión bisulfito mayoritariamente (94-98%), y solo una 
pequeña proporción (2-6%) se encuentra en forma molecular (Fleet, 1994). 
Una vez en el vino, el SO2 reacciona con muchos constituyentes como 
acetaldehído, ácido pirúvico, y ácido 2-oxoglutárico, y en menor extensión, puede 
reaccionar con antocianinas, ácidos cinámicos, y azúcares reductores, contribuyendo a la 
modulación de las propiedades del vino. La reacción con estos compuestos reduce la 
velocidad de polimerización fenólica, y como consecuencia, la pérdida de color 
normalmente observada durante la crianza del vino. Además, se ha descrito que protege el 
aroma del vino. Previene el oscurecimiento del vino por inactivación de enzimas como la 
polifenoloxidasa (PPO), peroxidasa (POD), y proteasas, y también inhibe la reacción de 
Maillard (Mayen et al., 1996). Es necesario añadir una concentración suficiente de dióxido 
de azufre para alcanzar el efecto deseado. Dependiendo de la composición del mosto o del 
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vino, generalmente hay que adicionar 100-200 mg/L de SO2 total para producir 0,5-1 
mg/L de SO2 molecular. Sin embargo, el SO2 ligado aunque no mata a las levaduras ni 
previene su crecimiento, tiene propiedades antibacterianas débiles (Fleet, 1994). 
Las principales funciones del dióxido de azufre en la conservación del vino son la 
estabilización de sus propiedades bioquímicas y químicas, y el control de los 
microorganismos (Fleet, 1994). Como antioxidante el dióxido de azufre puede actuar de 
tres maneras diferentes: por eliminación del oxígeno, reaccionando con el peróxido de 
hidrógeno, y por reducción de las quinonas, formadas durante el proceso de oxidación, a 
su forma fenólica (Oliveira et al., 2011). Desde un punto de vista bioquímico y químico, el 
vino es muy inestable y sufre cambios indeseados en el color (oscurecimiento), sabor y 
turbidez si está expuesto al aire o a temperaturas relativamente altas. Muchos de estos 
cambios proceden de reacciones de oxidación, que son enzimáticas en su origen, causadas 
por la oxidación de los constituyentes fenólicos mediante las oxidasas polifenólicas. Estas 
enzimas (tirosinasa y lacasa) provienen de la uva o de hongos que las infectan. El dióxido 
de azufre en forma libre inactiva estas enzimas reduciendo su cofactor de cobre (Fleet, 
1994). También tienen lugar en el vino reacciones no enzimáticas que resultan del 
contacto del producto con el aire. El dióxido de azufre inhibe el oscurecimiento del vino 
por combinación irreversible con quinonas fenólicas para formar productos de adición sin 
color, y al mismo tiempo hacer estos constituyentes sustratos desfavorables para las 
oxidasas polifenólicas (Fleet, 1994). 
En cuanto al control de los microorganismos, es importante acertar con la dosis 
de dióxido de azufre para que inhiba los agentes responsables del picado del vino, pero no 
a las levaduras que llevan a cabo la fermentación alcohólica o las bacterias de la 
fermentación maloláctica (Fleet, 1994). Se conoce que las distintas especies microbianas 
presentan diferente sensibilidad al dióxido de azufre. El dióxido de azufre penetra en las 
células, y al pH fisiológico se produce el anión bisulfito, que reacciona con los 
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componentes celulares (co-enzimas, cofactores, vitaminas, ácidos nucleicos, etc.), 
inhibiendo el crecimiento de las levaduras y a veces causando la muerte de estas. También 
debido a su acción sobre los ácidos nucleicos, e indirectamente sobre el RNA y el 
metabolismo de proteínas, presenta efecto mutagénico (Fleet, 1994). Las levaduras del 
vino toleran concentraciones relativamente altas de dióxido de azufre como resultado de 
la adaptación y de la selección natural. Aunque se conoce la diversidad en la resistencia de 
las levaduras, se sabe poco acerca de la base bioquímica de esta resistencia. Se sospecha 
que tiene que ver con la genética hereditaria. Los diferentes mecanismos de resistencia 
están probablemente relacionados con la acción múltiple del dióxido de azufre. 
Uno de los objetivos deseados con la adición de SO2 es la supresión de las 
levaduras no Saccharomyces. Es difícil medir el efecto del dióxido de azufre en las 
levaduras porque está fuertemente influenciado por el pH y las sustancias que se 
combinan con el SO2 inactivándolo. De todas formas, se observa un retraso en el comienzo 
de la fermentación por el sulfitado. Se ha comprobado que las levaduras producen más 
espuma en mostos sulfitados, de lo que se deduce que probablemente el SO2 afecte a la 
producción de compuestos volátiles en el vino durante la fermentación alcohólica. 
El SO2 no mata las células sino que entran en un estado VBNC (viable pero no 
cultivable), es decir, se produce un fenómeno de resistencia por parte de las células. El 
estado VBNC implica que son células metabólicamente activas pero incapaces de realizar 
la división celular, por lo tanto, no pueden formar colonias en respuesta al estrés 
ambiental. Este estado es reversible y puede causar una fermentación adicional que 
empiece durante la maduración o el envejecimiento en botella (Divol et al., 2005). 
Respecto a la inhibición de bacterias, la información es incompleta. De los datos 
disponibles se concluye que el SO2 es efectivo contra la LAB en vino. Sin embargo, esta 
acción depende de la especie bacteriana, del pH, y de la cantidad de sólidos insolubles en el 
vino. Como era de esperar, pH ácidos junto a concentraciones altas de etanol, actúan 
15 
 
sinérgicamente para ayudar al efecto inhibitorio del SO2. Es importante distinguir entre la 
concentración que solo retrasa el crecimiento y aquella que destruye la viabilidad celular. 
La adición del dióxido de azufre para controlar las alteraciones bacterianas del 
vino se consigue mejor en la etapa de almacenamiento y envejecimiento del vino, cuando 
ha terminado la fermentación maloláctica, puesto que si se añade antes puede impedir la 
conclusión de esta fermentación. Hay muy poca información acerca de la actividad del SO2 
sobre las bacterias del ácido acético, pero se conoce que suelen tolerar bien las dosis de 
SO2 en vino y que les afecta más la ausencia de oxígeno que la presencia de este aditivo 
(Fleet, 1994). 
Generalmente, el dióxido de azufre tiene baja toxicidad para los humanos, aunque 
se ha demostrado que puede favorecer reacciones de tipo alérgico, especialmente en 
personas asmáticas. Dado que el dióxido de azufre puede producir alergias causando 
síntomas como dolores de cabeza, náuseas, irritación gástrica y dificultades respiratorias 
en pacientes con asma, y que tanto el SO2 como sus metabolitos en vino son 
bioacumulables, la legislación ha ido reduciendo la concentración máxima del dióxido de 
azufre en vinos. Por eso, se pretende minimizar la concentración de SO2 pero es una meta 
compleja ya que el SO2 tiene funciones múltiples en la conservación del vino. Es evidente 
que hay distintas alternativas para reducir el uso del SO2 pero no para sustituirlo 
completamente. Una vendimia cuidadosa puede evitar la contaminación por hongos que 
desarrollan los compuestos carbonílicos responsables de los mecanismos de oxidación en 
el vino. La adición de tiamina decrece la producción metabólica de estos compuestos 
durante la fermentación. También se pueden seleccionar cepas de levaduras que 
produzcan menos metabolitos ligados al SO2. Prácticas de bodega como usar nitrógeno y 
dióxido de carbono para evitar el contacto del vino con el aire reducen el riesgo de 
oxidación. Se propone, además, el control del pH y el uso de filtración por membrana para 
eliminar los contaminantes microbianos. Ademas, las levaduras producen SO2 en su 
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metabolismo pero es difícil comparar la acción del SO2 añadido y del biológico, porque el 
último no está presente al comienzo de la fermentación y se va produciendo 
gradualmente. Se ha encontrado que algunas cepas de baja producción de SO2 tienen 
cierto poder estabilizante. De manera que existen formas de conseguir estabilizar el vino, 
pero hasta ahora se ha necesitado del SO2 para el control de los microorganismos, aunque 
se están investigando otros compuestos o métodos antimicrobianos. 
La OIV (Organización Internacional de la Viña y el Vino) ha reducido la 
concentración máxima autorizada, que es actualmente de 150 mg/L en vinos tintos y 200 
mg/L en vino blanco. El exceso de SO2 también tiene problemas enológicos ya que causa 
alteraciones organolépticas en el producto final, neutraliza el aroma e incluso produce 
defectos. Por otro lado se ha demostrado que el uso pre-fermentativo del dióxido de azufre 
puede llevar a acumulación de acetaldehído en el vino final. En estos resultados se observó 
que las cantidades de acetaldehído eran de 3 a 5 veces más altas si se comparan con 
muestras sin SO2 (Sonni et al., 2008). También, hay evidencia de que la presencia de 
sulfitos en mostos puede influenciar el consumo de los aminoácidos del mosto durante la 
fermentación alcohólica por interferencia en la glicolisis y en la cadena de fosforilación 
respiratoria, causando el agotamiento de ATP por la inhibición de muchas enzimas. En 
estas condiciones, la célula tiene una deficiencia energética, por lo que modifica algunos 
caminos metabólicos para conseguir una utilización más eficiente de la energía. Esto 
puede justificar el aumento en el consumo de glutamina en las fermentaciones con sulfito. 
Como consecuencia, hay diferencias en la composición volátil y en las características 
sensoriales del vino. La presencia de dióxido de azufre parece tener influencia en el 
metabolismo del nitrógeno, incrementando el consumo de la fracción de aminas y de 
amonio llevando a un consumo total de nitrógeno más elevado (Cejudo-Bastante et al., 
2010; Ancín-Azpilicueta et al., 2012). Además, el dióxido de azufre se ha demostrado que 
afecta a la formación de aldehídos en vino blanco, ya que el SO2 durante y después de la 
fermentación, inhibe la aldehído deshidrogenasa (ADH) de manera que no todo el 
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acetaldehído se convierte en etanol, o bien se une directamente con el acetaldehído 
reduciendo la cantidad de este que puede ser transformado a etanol. Los aldehídos más 
afectados por los niveles de SO2 son acetaldehído, 2-metil-1-propanal, y 3-metil-1-butanal, 
incrementándose su concentración. En general a 200 mg/L de SO2 todos los aldehídos 
entre C1 y C7 se ven afectados. Además, los aldehídos y especialmente el formaldehído y 
acetaldehído, pueden reaccionar con nucleófilos biológicos como las proteínas, el DNA, y 
las membranas celulares. Estas reacciones pueden tener efectos tóxicos, mutagénicos y 
carcinógenos (Frivik y Eveler, 2003). 
I.1.2. Dimetildicarbonato (DMDC) 
Este compuesto químico reacciona irreversiblemente con los grupos amino en los 
sitios activos de las enzimas. Es un inhibidor químico de los microorganismos por 
inactivación de las enzimas celulares, sobre todo de la alcohol deshidrogenasa y de la 
gliceraldehído-3-fosfato deshidrogenasa, y por metoxicarbonilación de los residuos 
nucleofílicos (imidazoles, aminas, tioles), resultando en la detención del crecimiento 
celular y de la fermentación alcohólica, según Renouf et al. (2008). Su eficiencia 
antimicrobiana en el vino depende de la temperatura, del contenido de etanol, del pH y, 
sobre todo, de la cepa de levadura y de las especies bacterianas así como de la 
concentración celular inicial (Costa et al., 2007). 
El DMDC es más efectivo contra las levaduras que el SO2, ya que el DMDC mata las 
células de las levaduras, mientras que el SO2 solo promueve la inhibición de su crecimiento 
llevándolas a un estado viable pero no cultivable (VBNC). Parece que será un inhibidor 
prometedor del crecimiento de las levaduras y, por tanto, un buen aditivo para parar la 
fermentación alcohólica. Las bacterias son más resistentes al DMDC que las levaduras. 
Estudios recientes demuestran que la concentración permitida de DMDC (200 mg/L) no 
inhibe las LAB o AAB. Esto implica que el DMDC no es un buen preservativo contra la 
contaminación bacteriana indeseada (Costa et al., 2007). La actividad del DMDC no es tan 
18 
 
dependiente del pH como el SO2. Principalmente le afecta la temperatura y el contenido de 
alcohol del producto (Threlfall y Morris, 2002). Aunque el pH ácido disminuye su 
reactividad hacia grupos tioles, amino, etc., se demostró que el DMDC era más efectivo a 
bajo pH, y que a un pH constante el DMDC era más eficaz con altas concentraciones de 
etanol. Sin embargo, altas concentraciones de etanol incrementan la etanólisis del DMDC 
(Ough et al., 1977). 
El DMDC presenta actividad contra los microorganismos del mosto y garantiza el 
dominio de las cepas seleccionadas de levaduras cuando estas se adicionan 12 h después 
del DMDC. Sin embargo, se observa un retraso en la fermentación de 30 h respecto a un 
mosto control. Se pueden utilizar dosis menores de 200 mg/L obteniendo el mismo 
resultado si se aumenta el tiempo de exposición.  
Después de 24 h de aplicación del DMDC, solo las levaduras más competitivas y 
agresivas crecen. Se piensa, por estudios realizados con zumo de tomate, que el 
tratamiento con DMDC disminuye el contenido de factores importantes de crecimiento 
celular como ácido ascórbico, aminoácidos totales, fructosa, glucosa, licopeno y β-caroteno 
lo que compromete la habilidad de las levaduras para llevar a cabo la fermentación 
(Delfini et al., 2002). Las levaduras que sobreviven a la adición de DMDC mueren en un par 
de horas, o bien están en el estado VBNC. El DMDC, como el SO2, hace una selección de las 
levaduras más resistentes, y al aumentar la concentración se orienta aún más esta 
selección.  
En productos afectados por Botrytis tanto mostos como vinos contienen 
compuestos carbonílicos que se unen al SO2 libre inactivándolo. Usando DMDC la muerte 
de los microorganismos ocurre anteriormente a la hidrólisis de este compuesto. Su acción 
es particularmente activa a pH bajo, a altas concentraciones de DMDC, y altas 
temperaturas. La concentración del SO2 también incrementa el efecto esterilizante del 
DMDC (efectos sinérgicos). Algunos estudios (Divol et al., 2005) confirman que la acción 
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del DMDC es rápida pero breve, mientras que la del SO2 es más progresiva pero duradera. 
Concluyen que la adición simultánea de ambos es el método más efectivo.  
El DMDC se convierte rápidamente en metanol, por tanto su efecto es efímero, y 
por eso, no recomendable para el almacenamiento del vino. A pesar de sus ventajas, como 
aditivo único no podría sustituir al SO2. No es posible solo la adición de DMDC, porque el 
SO2 tiene propiedades antioxidantes lo que no ocurre con el DMDC. En ausencia de dióxido 
de azufre, se decoloran los vinos indicando un fenómeno de oxidación. Por tanto 
únicamente es una alternativa para reducir la concentración de SO2 en vinos (Divol et al., 
2005). Aunque se necesitan más estudios parece que los productos de la hidrólisis del 
DMDC o los productos de su reacción con alcoholes y amoniaco puedan tener un efecto 
inhibidor prolongado hacia las levaduras. La adición combinada de DMDC y SO2 
incrementa su efecto (Costa el al., 2008). 
Como se dijo anteriormente, el DMDC se hidroliza rápidamente a metanol (48%) 
y dióxido de carbono, que son constituyentes naturales del mosto. También se forman en 
menor cantidad carbonato de metilo (14%), carbonatos de alquilo (12%) por reacción del 
DMDC con polifenoles, amoniaco, aminoácidos y ácidos orgánicos. La concentración de 
metanol formada no llega a niveles tóxicos. También se han detectado pequeñas 
cantidades de metilcarbamato (9%). El metiletilcarbonato también se forma como un 
derivado estable y proporcional al DMDC por lo que se puede usar para determinar la 
cantidad de DMDC inicialmente añadida (Ough et al., 1977). Sin embargo, como la 
concentración de sus derivados es tan baja no contribuyen a olores o sabores indeseables 
del vino.  
Las principales desventajas del DMDC son su baja solubilidad (aunque no es un 
gran inconveniente por la pequeña dosis que se emplea en enología), y su posible 
toxicidad después de su ingestión o inhalación durante el tratamiento del vino (Delfini et 
al., 2002). Ough et al. (1977) señalan que el DMDC no es un precursor del etilcarbamato en 
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vino y, por lo tanto, no parece tener un posible efecto carcinógeno (al contrario que el 
dietildicarbonato). Sin embargo, su efecto es efímero puesto que se descompone en poco 
tiempo, lo que no le hace apto como conservante durante el almacenamiento y 
envejecimiento del vino. Asimismo no evita la oxidación, como lo hace el SO2, por lo que 
este compuesto no puede reemplazarlo totalmente. 
I.1.3. Lisozima 
Se trata de un pequeño péptido con 129 aminoácidos. Su estructura está 
estabilizada por cuatro puentes disulfuro, y se aísla de la albúmina del huevo. Esta enzima 
presenta actividad muramidasa (actúa por división del enlace β-(1-4) entre N-acetil-
murámico y N-acetil-glucosamina, componentes del péptidoglucano que constituye la 
pared celular bacteriana), y es ineficaz contra las células eucarióticas; por lo tanto no se 
puede usar para controlar las levaduras (Azzolini et al., 2010). 
La sensibilidad microbiana a la lisozima depende de la estructura del 
péptidoglucano, constituyente de la pared celular, por lo que, como se ha dicho, es 
altamente activa con bacterias gram-positivas y tiene baja actividad con bacterias gram-
negativas, lo que limita su uso para controlar las especies de AAB. La lisozima se puede 
añadir en varias etapas de la vinificación para inhibir LAB, así se reduce el riesgo de 
incrementar la acidez volátil, retrasando o bloqueando la fermentación maloláctica y 
controlando las poblaciones de LAB. La eficacia de la lisozima en inhibir LAB varía de 
acuerdo a las especies y las condiciones de vinificación. Además, hay cepas resistentes a su 
acción. A pesar de que la actividad muramidasa de la lisozima está favorecida por pH alto, 
su efecto inhibitorio decrece bajo condiciones ambientales favorables para el crecimiento 
de LAB (Azzolini et al., 2010). Por tanto, en enología, la lisozima se emplea como agente 
antibacteriano de bacterias gram-positivas (LAB). 
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La lisozima ha demostrado ser activa en un amplio intervalo de pH, 3,3-10, 
aunque su máxima actividad y estabilidad es a valores de pH entre 2,8-4,2. La 
concentración de alcohol no influye en la actividad de la lisozima, incluso en los altos 
valores normalmente observados durante el envejecimiento en vinos (Bartowsky et al., 
2004). Según Lasanta et al. (2010), el acetaldehído reduce la actividad inicial de la lisozima 
entre un 4% y un 14%, dependiendo del contenido en acetaldehído. Sin embargo, la alta 
fuerza iónica ha mostrado efecto inhibitorio sobre la actividad de la lisozima. La lisozima 
tiene un alto punto isoeléctrico (>10), y consecuentemente es altamente catiónico a pH 
ácido o neutro (Chung y Hancock, 2000). La lisozima es especialmente útil en vinos de alto 
pH donde el dióxido de azufre es menos efectivo (Gao et al., 2002). Se ha aprobado su uso 
en vinos en la Unión Europea en una concentración máxima de 500 mg/L. La dosis 
recomendada de lisozima es demasiado genérica porque no considera que su actividad 
lítica está fuertemente afectada por las condiciones de vinificación (Azzolini et al., 2019). 
No se conoce que presente toxicidad en humanos (Gerbaux et al., 1997). 
La lisozima no altera el aroma del vino, sin embargo, hay que tener cuidado 
porque es capaz de unirse con taninos y polifenoles provocando un descenso del color del 
vino tinto. Algunos estudios demuestran que su actividad es mayor en vinos blancos que 
en tintos, probablemente debido a la gran cantidad de compuestos polifenólicos en tinto a 
los que puede unirse la lisozima (López et al., 2009). Por ello, se observa que altera la 
cinética de fermentación de forma distinta en vinos tintos que en vinos blancos (Azzolini 
et al., 2010). En la vinificación en tinto, la población celular decrece justo después de la 
adición de lisozima, pero el re-crecimiento bacteriano se observa en un par de días. 
Dependiendo de la concentración de lisozima se puede retrasar la fermentación 
maloláctica, pero no se consigue el agotamiento total de ácido L-málico. En la vinificación 
en blanco, la MLF espontánea es obstaculizada por la adición de lisozima que lleva a una 
rápida mortalidad de la población de LAB, incluso a dosis bajas. La velocidad de la 
desaparición de la lisozima durante la fermentación alcohólica está en relación con el 
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incremento en el vino de fenoles extraídos durante la vinificación, este decrecimiento de la 
lisozima se observa un par de días después de su adición. La rápida combinación de la 
lisozima con los coloides del mosto y los sólidos suspendidos determinó una reducción 
significativa en la enzima libre justo después de su adición. Por eso, a pesar de que la 
lisozima puede ser una alternativa válida al SO2 para controlar LAB en vinificación en 
blanco, no se puede decir lo mismo de la vinificación en tinto. Así, la actividad de lisozima 
remanente era alta (82-76%) en vino blanco, pero no es detectable en vino tinto 
(Bartowsky et al., 2004). 
Los vinos tratados con lisozima presentan menor acidez volátil y contenido en 
aminas biógenas, según Sonni et al., (2008). Se ha mostrado que la adición de lisozima en 
diversas etapas de la vinificación mantiene bajos los niveles de histamina, sobre todo al 
principio de la fermentación alcohólica, y durante los procesos de estabilización y 
conservación del vino (López et al., 2009). Cejudo-Bastante et al. (2010) encontraron que 
la adición pre-fermentativa de lisozima o taninos no tiene una influencia específica en la 
cantidad final de aminas biógenas en vino. 
El uso de la lisozima si es anterior a la fermentación alcohólica no tiene efecto en el 
desarrollo de la fermentación maloláctica (Cabrita et al., 2008), aunque añadiendo 
lisozima al comienzo de la fermentación alcohólica, la lisozima puede controlar de manera 
eficaz la MLF espontánea indeseada durante la fermentación alcohólica (Gao et al., 2002). 
También, se observa un retraso en la MLF si se usa una concentración de 250 mg/L de 
lisozima. Además acorta la duración de la MLF. Sin embargo, el uso de lisozima es caro 
porque implica comprar la enzima, purificarla, etc. Además, podría representar un riesgo 
para los consumidores alérgicos al huevo de gallina (Santos et al., 2012). Se ha probado 
que la lisozima es inestable en vinos tintos jóvenes por lo que su efectividad es dudosa 
para controlar la fermentación maloláctica de este tipo de vinos (Tirelli y De Noni, 2007). 
.  
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I.2. METABOLISMO NITROGENADO DE LAS LEVADURAS: AMINAS BIÓGENAS Y 
COMPUESTOS VOLÁTILES 
Como consecuencia del metabolismo de los compuestos nitrogenados por las 
levaduras se obtienen productos secundarios importantes para la calidad del vino. Las 
reacciones implicadas en las diferentes etapas del metabolismo nitrogenado, ya sean 
desaminación, descarboxilación o transaminación, dan lugar a compuestos cuya 
naturaleza y concentración es interesante conocer, bien por aportar características 
apreciables al vino o bien por presentar cualidades que hacen indeseable su presencia. Los 
más importantes son las aminas biógenas y los compuestos volátiles. 
I.2.1. Aminas 
Las aminas son bases orgánicas nitrogenadas de bajo peso molecular que se 
forman durante los procesos metabólicos de algunos organismos y que se encuentran 
especialmente en alimentos producidos mediante procesos fermentativos. En función de 
su volatilidad, estos compuestos se pueden dividir en aminas fijas y aminas volátiles. Las 
aminas fijas (junto con feniletilamina, que es una amina volátil) proceden principalmente 
de la descarboxilación de aminoácidos, por lo que también se llaman aminas biógenas (ten 
Brink et al., 1990). En la figura I.1 se detallan los aminoácidos precursores de las aminas 
biógenas. Las aminas volátiles, excepto feniletilamina, han sido mucho menos estudiadas y 
parece que se generan mediante la aminación de compuestos no nitrogenados, como 
aldehídos y cetonas que se encuentran en el vino (Ough et al., 1981). Ough y Daudt (1981) 
observaron que las aminas volátiles analizadas se encontraban en el mosto en baja 
concentración y que sus niveles descendían durante la fermentación alcohólica. Según 
estos autores, las levaduras podrían utilizar estos compuestos como fuentes de nitrógeno 
para su crecimiento. 
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Figura I.1. Aminoácidos precursores de aminas biógenas. 
La concentración de aminas en el vino es menor que en otros alimentos 
fermentados. El contenido total de aminas del vino varía desde trazas hasta niveles de 130 
mg/L (Soufleros et al., 1998). Las aminas biógenas que se encuentran con mayor 
frecuencia en el vino son histamina, tiramina, putrescina, cadaverina, espermina y 
espermidina. Esporádicamente también se ha encontrado agmatina, triptamina y 
serotonina en este producto (Lehtonen et al., 1992; Lethonen, 1996; Busto et al., 1995). 
Entre las aminas biógenas, putrescina es normalmente la más abundante (Lethonen, 1996; 
Soufleros et al., 1998). Las aminas volátiles que se encuentran en el vino son, entre otras, 
feniletilamina, metilamina, dimetilamina, etilamina, dietilamina, isopropilamina, 
isobutilamina, amilamina, pirrolidina, etanolamina, y hexilamina (Ough et al., 1981). 
Aunque la concentración de aminas en las uvas y el mosto es, en general, muy 
pequeña, se han encontrado algunas de estas sustancias, por ejemplo putrescina y 
espermidina, en cantidades muy pequeñas en el mosto (González-Marco et al. 2006). No 
obstante, las aminas se forman en el vino durante las diferentes etapas de la vinificación. 
Durante la fermentación alcohólica se ha observado la formación de aminas debido al 
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metabolismo de diferentes cepas de levadura (Buteau et al., 1984; Vidal-Carou y Marine-
Font, 1985; Torrea y Ancín, 2002). También se ha observado un aumento en la 
concentración de estos compuestos durante la fermentación maloláctica, debido a la 
proliferación de bacterias lácticas (Aerny, 1985; Bauza et al., 1995; Gerbaux y Monamy, 
2000) e incluso por la presencia de diversos microorganismos contaminantes 
responsables de la alteración del vino (Lehtonen, 1996). 
Existen numerosos factores que tienen influencia en mayor o menor medida en la 
formación de aminas, por lo que su concentración varía mucho de unos vinos a otros. 
Entre estos factores destaca el contenido de compuestos nitrogenados en la uva, que 
depende, entre otros aspectos, del nivel de maduración, del origen geográfico, de las 
condiciones climáticas y de la fertilización nitrogenada del suelo. De entre los compuestos 
nitrogenados, la concentración de aminoácidos en el mosto es la que tiene mayor 
importancia en la formación de aminas. Los aminoácidos son precursores directos de 
aminas y además constituyen una fuente de nutrientes para las bacterias que llevan a cabo 
fermentaciones secundarias (Soufleros et al., 2003). Aquellos tratamientos que aumentan 
la concentración total de aminoácidos en el mosto incrementan la concentración de 
aminas en el vino, sin embargo, no se observa una relación directa entre la formación de 
aminas biógenas en el vino y el consumo por las levaduras de sus precursores 
aminoacídicos durante la fermentación alcohólica (González-Marco et al., 2006). Lo que sí 
parece claro es que concentraciones más altas de aminoácidos en el mosto producen 
mayores concentraciones de aminas biógenas tras la fermentación maloláctica (Herbert et 
al., 2005).   
Otro aspecto importante en la formación de aminas es el método de vinificación 
empleado. Así, los vinos tintos presentan mayor concentración de aminas en comparación 
con vinos rosados o blancos (Radler y Fäth, 1991; Zee et al., 1983). En este sentido, 
Jiménez-Moreno et al. (2003) encontraron en un vino tinto de la variedad Merlot una 
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concentración de aminas biógenas superior a la encontrada por González–Marco y Ancín–
Azpilicueta (2006) en un vino blanco de la variedad Chardonnay. Ambas vinificaciones se 
realizaron con variedades de la misma zona geográfica y en la misma bodega. Por otro 
lado, Martín-Álvarez et al. (2006) encontraron que un mayor tiempo de maceración con 
las pieles de las uvas aumentó la formación de histamina, tiramina y putrescina. Por el 
contrario, algunas técnicas vinícolas pueden reducir el contenido de aminas biógenas del 
vino, por ejemplo el empleo de bentonita (Vidal-Carou y Mariné-Font, 1985) o el 
tratamiento térmico de las uvas después de prensarlas (Iñigo y Bravo, 1980). 
Las condiciones en las cuales se desarrollan tanto la fermentación alcohólica 
como la maloláctica también influyen en la cantidad de aminas del vino. Factores tales 
como el pH, la temperatura, la concentración de SO2 y la acidez volátil tienen incidencia en 
la concentración de estos compuestos. Otros factores como la turbidez del vino no 
afectaron la concentración de aminas, como se encontró en el trabajo de Jiménez-Moreno 
y Ancín-Azpilicueta (2004) para vino Merlot. El pH del vino parece tener importancia clave 
en la formación de aminas biógenas durante la fermentación maloláctica. Aerny (1990) 
encontró que valores elevados de pH en el vino favorecían la proliferación de cepas 
bacterianas responsables de la formación de aminas biógenas. Vidal-Carou et al. (1990) 
encontraron que existía una elevada correlación entre el nivel de SO2 total y la 
concentración de aminas biógenas en el vino. La mayor concentración de aminas estaba 
relacionada con los niveles más bajos de SO2. Sin embargo, Bauza et al. (2005) encontraron 
que el tratamiento con dosis de 20–30 mg/L de SO2 era insuficiente para evitar la 
formación de aminas. De la bibliografía consultada se deduce que la concentración de 
aminas biógenas en un vino tinto será mayor cuando se den conjuntamente las 
condiciones ideales, como son temperaturas de fermentación elevadas, maceración con las 
partes sólidas de la uva, pH no excesivamente ácido, bajo nivel de SO2, elevada población 
de levaduras y que se produzca la fermentación maloláctica. 
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Existen numerosos estudios sobre la formación de aminas durante las 
fermentaciones alcohólica y maloláctica, sin embargo la evolución de estos compuestos 
durante la crianza o envejecimiento en barrica ha sido mucho menos estudiada. Jiménez-
Moreno el al. (2003) estudiaron la evolución de la concentración de aminas durante el 
envejecimiento de vinos de la variedad Merlot en barricas de roble durante 243 días. Estos 
autores encontraron que histamina y tiramina se formaron al principio del proceso, 
aunque no se acumularon, debido a su degradación por la presencia de enzimas al final del 
proceso de envejecimiento. Durante el envejecimiento aumentó la concentración de 
putrescina, siendo la amina más abundante en los vinos. Esta amina y cadaverina no 
sufrieron degradación durante el proceso de envejecimiento. 
Algunas aminas biógenas presentes en vinos, como histamina, tiramina y 
feniletilamina tienen efectos tóxicos sobre el organismo (Radler y Fäth, 1991). Estas 
sustancias se metabolizan en el hígado y el intestino por la acción de dos complejos 
enzimáticos, la monoamino oxidasa (MAO) y la diamino oxidasa (DAO). Estos dos 
complejos enzimáticos se inhiben por la acción de algunos compuestos presentes en el 
vino, como el etanol y el acetaldehído y en consecuencia aumentan el efecto tóxico de las 
aminas biógenas (ten Brink et al., 1990). En la actualidad, numerosos países han 
establecido límites en la concentración de aminas biógenas en el vino debido a sus efectos 
toxicológicos, que podrían afectar a algunas personas especialmente sensibles a la acción 
de estos compuestos. 
Histamina es la amina biógena más estudiada. Se encuentra en forma natural en 
la sangre normalmente en una concentración de entre 25 a 130 mg/L. Esta amina se libera 
en ciertos tejidos como resultado de hipersensibilidad alérgica o inflamaciones y tiene una 
potente acción vasodilatadora que puede causar una reducción importante de la presión 
sanguínea. Otros síntomas de intoxicación por histamina son vómitos, diarrea, dolores de 
cabeza, sofocos faciales, picores e inflamación de garganta. Se ha observado que ingestas 
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de vino con 8-20 mg/L de histamina pueden provocar alguno de los efectos adversos 
mencionados (Daeschel, 1996; Soufleros et al., 1998). Algunos países han restringido la 
concentración de histamina en el vino. Suiza establecía hasta hace poco límites de 10 mg/L 
de esta amina y otros como Francia, Bélgica y Alemania se plantean incluso disminuir 
hasta 2 mg/L los límites permitidos (Landete et al., 2005). 
Tiramina y feniletilamina forman parte del grupo de aminas vasoconstrictoras. La 
acción vasoconstrictora de la tiramina es debida al hecho de que provoca la liberación de 
noradrenalina (Forsythe y Redmond, 1974), que aumenta la presión arterial. La 
importancia de la tiramina en los alimentos se debe tanto a su efecto tóxico como a su 
reacción con fármacos inhibidores de la monoaminooxidasa (IMAO) dando lugar a crisis 
de hipertensión. Es difícil determinar la dosis tóxica para tiramina, aunque se ha 
observado que ingestas de 10-80 mg pueden producir efectos adversos en el consumidor 
(Glória et al., 1997). Soufleros et al. (1998) establecen que el consumo de vinos con 
concentraciones entre 25-40 mg/L de tiramina puede causar migrañas e hipertensión. 
Feniletilamina también provoca incrementos de la presión sanguínea, pero en este caso se 
debe a la liberación de norefedrina (Radler y Fäth, 1991); por lo que esta amina también 
puede provocar la aparición de fuertes migrañas (Sandler et al., 1974). La dosis 
susceptible de producir estos efectos es muy inferior a la de histamina o tiramina; según 
Sandler et al. (1974) tan sólo 3 mg de este compuesto pueden provocar migrañas en un 
número importante de individuos. Al contrario de lo que ocurre para histamina; no existen 
límites respecto a las dosis permitidas o recomendadas en vino para tiramina y 
feniletilamina. 
Por otra parte, las aminas que contienen grupos amino secundarios como 
espermina, espermidina, dimetilamina o pirrolidina pueden reaccionar con el ácido 
nitroso y sus sales para formar nitrosaminas, según la reacción que se muestra a 
continuación:  
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         Amina             Ácido nitroso  Nitrosamina 
Las nitrosaminas son compuestos con propiedades carcinogénicas, mutagénicas y 
teratogénicas (Scanlan et al., 1982; Glória et al., 1997). Aunque el vino apenas contiene 
nitritos (Ough y Crowell, 1980), éstos pueden llegar al tracto intestinal debido a la 
ingestión de otro tipo de alimentos y pueden reaccionar con las aminas secundarias 
presentes en el vino. Esta reacción es catalizada por la flora intestinal (Allison y 
McFarlane, 1989). 
Conjuntamente a la acción toxicológica de las aminas biógenas, las aminas 
volátiles presentan un efecto sensorial, ya que son compuestos desfavorables para el 
aroma del vino. Al pH ácido de este producto están en forma de sales inodoras, pero en la 
boca se pueden liberar parcialmente y llegar a la mucosa olfativa por vía retronasal 
(Lehtonen, 1996). 
I.2.2. Compuestos volátiles 
El aroma del vino es el resultado de la interacción de sus constituyentes con los 
sentidos del gusto y del olfato. Los compuestos volátiles producidos durante la 
fermentación son los responsables de la parte fundamental del aroma del vino (Rapp y 
Versini, 1991). Los compuestos no volátiles, como azúcares, ácidos orgánicos, fenoles 
polimerizados o sustancias minerales, causan sensaciones gustativas (dulce, ácido, 
amargo, salado). Durante la fermentación se produce una modificación del medio que lleva 
a un incremento de la complejidad química y aromática del vino debido a la extracción de 
compuestos de las partes sólidas de la uva, modificación de algunos compuestos presentes 
(en las uvas), y a la producción de metabolitos por las levaduras. Los aromas procedentes 
+ NO2H H2O
H
+
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del metabolismo de las levaduras se dividen en tres grupos: productos volátiles 
mayoritarios originados en la fermentación; compuestos trazas (llamados a veces 
“bouquet de fermentación”) y compuestos aromáticos indeseables o negativos (Henschke 
y Jiranek, 1993). La mayoría de estos compuestos se encuentran en concentraciones 
inferiores a los límites de la percepción humana, por lo que, considerados 
individualmente, no tendrían repercusión en las características sensoriales del vino; sin 
embargo, al percibirse combinados, pueden ser muy significativos en el aroma global 
(Jackson, 1994). 
Los productos volátiles mayoritarios del metabolismo de las levaduras (etanol, 
glicerol y CO2) están sólo indirectamente afectados por la concentración nitrogenada del 
mosto y tienen una contribución pequeña, y no fundamental, en el aroma del vino. Los 
constituyentes más característicos del “bouquet de fermentación” son ácidos orgánicos, 
alcoholes superiores, ésteres y aldehídos, y en gran medida su formación está influida por 
las fuentes nitrogenadas del mosto (Rapp y Versini, 1991). El efecto de la composición 
nitrogenada del mosto en las características sensoriales del vino, se ha estudiado 
indirectamente a través de los efectos que produce la fertilización nitrogenada en la 
calidad del vino (Dukes et al., 1991). Vos et al. (1978) y Vos (1981), en un estudio con 50 
muestras mosto/vino encontraron una relación directa entre el nitrógeno amínico total 
del mosto, la velocidad de fermentación y la calidad sensorial del vino. Las relaciones son 
variables entre los compuestos nitrogenados del mosto y las diferentes familias de 
compuestos aromáticos; así se ha encontrado una relación directa entre el contenido 
nitrogenado y la formación de acetatos y ésteres etílicos; y por el contrario la relación con 
alcoholes superiores es inversa (Rapp y Versini, 1991). 
a) Alcoholes superiores 
Entre las sustancias que forman el “bouquet de fermentación”, los alcoholes 
superiores (aquellos que poseen más de dos átomos de carbono) son de gran importancia, 
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ya que cuantitativamente son el grupo mayoritario. Este grupo está integrado por 
alcoholes alifáticos (n-propanol, isobutanol, alcoholes isoamílicos, n-hexanol) y aromáticos 
(2-feniletanol, tirosol, triptofol, alcohol bencílico). Los alcoholes superiores aparecen en 
concentraciones variables, y pueden reconocerse por su olor y sabor fuerte. Estos 
compuestos aportan una complejidad deseable al aroma del vino en concentraciones 
moderadas (< 0,3 mg/L). A niveles superiores, su contribución se superpone al aroma, 
empeorando la armonía de la sensación global (Rapp y Mandery, 1986). Son también 
importantes como precursores en la formación de ésteres durante el envejecimiento 
(Holloway y Subden, 1991).  
Las levaduras aprovechan el grupo amino de los aminoácidos como fuente de 
nitrógeno, mediante una reacción de desaminación que produce esqueletos carbonados. 
Estos esqueletos pueden excretarse como α-cetoácidos, o bien sufrir un proceso de 
descarboxilación seguido de una reducción para obtener finalmente un alcohol (Rapp y 
Versini, 1991). Cuando los aminoácidos son hidrófobos, dan lugar a derivados 
desaminados que pueden transformarse en alcoholes superiores (Woodward y Cirillo, 
1977). Sin embargo puede ocurrir que, en ausencia de los aminoácidos apropiados (por 
ejemplo al inicio de la fermentación), los α-cetoácidos y los correspondientes alcoholes 
superiores formados a partir de ellos se obtengan vía piruvato a partir de la propia glucosa 
(Henschke y Jiranek, 1993). La vía de formación de cada alcohol superior depende de 
diferentes factores como son la cepa de levadura, el crecimiento de estas, la temperatura 
de fermentación, el pH del mosto, el grado de aireación y el nivel de sólidos presentes en el 
medio (Ciolfi et al., 1985; Klingshirn et al., 1987; Quain, 1988). 
Por otra parte, en la concentración de alcoholes superiores del vino influyen la 
variedad y el estado de maduración de la uva (Cabrera et al., 1988), probablemente 
porque existen diferencias cualitativas y cuantitativas en la composición aminoacídica del 
mosto (Ough y Bell, 1980; Herráiz et al., 1989). Los compuestos nitrogenados también 
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tienen un papel fundamental en la concentración de alcoholes superiores; así, se ha 
comprobado que en medios simples que contengan amonio como única fuente 
nitrogenada, se obtienen por vías anabólicas concentraciones bajas de alcoholes 
superiores (Herráiz et al., 1989). Cuando el medio se suplementa con aminoácidos (bien 
directamente, bien a través del metabolismo del nitrógeno procedente de la fertilización) o 
es un medio complejo, se produce un incremento sustancial de la concentración de 
alcoholes superiores, excepto de 1-propanol (Herráiz et al., 1989). Ough y Bell (1980) 
encontraron que incrementando la concentración de nitrógeno en el mosto hasta 
intervalos superiores a 700 mg N/L, disminuyó la concentración de alcoholes superiores 
totales. 
También se ha comprobado que existen aminoácidos precursores directos de 
determinados alcoholes superiores; así, leucina es el principal precursor del alcohol 
isoamílico (Usseglio-Tomasset, 1985). En un medio sintético, en el que leucina es la única 
fuente nitrogenada, la concentración de alcohol isoamílico es mucho mayor que la 
obtenida en presencia de otros aminoácidos o de ión amonio en el medio. Valina es el 
principal precursor de isobutanol (Henschke y Jiranek, 1993); por ello, en un medio 
sintético se obtienen altas concentraciones de isobutanol cuando se utiliza valina como 
única fuente nitrogenada (Usseglio-Tomasset, 1985). En el caso del 1-propanol, sus 
principales precursores son treonina y ácido γ-aminobutírico (Usseglio-Tomasset, 1985). 
Sin embargo, en estudios fermentativos de medios ricos en aminoácidos y azúcares, se ha 
demostrado que no existe una relación simple entre la concentración de aminoácidos 
precursores de alcoholes y el correspondiente alcohol. 
b) Ésteres 
Los ésteres de ácido graso son, cualitativamente, el grupo más amplio de 
compuestos volátiles del vino (se han identificado unos 160). Tienen gran importancia en 
el aroma del vino, pues proporcionan sensaciones olfativas agradables; sin embargo, es 
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difícil asociar una propiedad particular del aroma a un éster concreto. Se pueden clasificar, 
atendiendo a su estructura química, en dos subgrupos: ésteres alifáticos y aromáticos. 
Estos últimos poseen bajos umbrales de percepción; sin embargo, debido a su baja 
volatilidad y sus bajas concentraciones, en general, no influyen significativamente en el 
aroma. 
Los ésteres pueden clasificarse, en función de la naturaleza del ácido del que 
proceden, en ésteres de ácido monocarboxílico, di- o tricarboxílico, y de hidroxi- u 
oxoácido. En el grupo de los monocarboxílicos, los más importantes son los de ácido 
saturado (hexanoico, octanoico y decanoico) y etanol, y los de ácido acético y alcoholes 
superiores (isobutanol, isoamílicos, feniletanol…). Estos últimos se consideran, a menudo, 
constituyentes importantes del aroma del vino (Shinohara et al., 1994); los de peso 
molecular más bajo, denominados “frutales”, poseen olores característicos a frutas. Por 
ejemplo, el olor del acetato de isobutilo recuerda al de la piña y el del acetato de isoamilo 
al plátano. El acetato de feniletilo posee un aroma floral, que recuerda a la rosa o el jazmín. 
A medida que se incrementa la cadena carbonada del resto ácido del éster, el olor cambia 
gradualmente de frutal a jabonoso. El acetato de etilo es el éster que está en mayor 
concentración en el vino. Por debajo de 50 mg/L, su contribución al aroma es positiva, 
pues añade complejidad a la fragancia global. Sin embargo, por encima de 150 mg/L, 
proporciona un olor avinagrado (Amerine y Roessler, 1983), que se percibe como olor 
indeseable. 
Los ésteres se forman por las levaduras durante la fermentación alcohólica, 
mediante un conjunto de reacciones propuesto por Nordström (1964). El acetil-CoA es el 
compuesto clave en la biosíntesis de ésteres. Las levaduras producen acetil-CoA, bien a 
través de la activación de ácidos grasos, o bien a través de la descarboxilación oxidativa de 
un cetoácido. Estos dos mecanismos difieren principalmente en que el primero requiere 
ATP, y el segundo no. Para el alargamiento de la cadena carbonada de la parte ácida, en 
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primer lugar se forma malonil Co-A a partir de acetil Co-A y CO2. Posteriormente, tiene 
lugar la unión del malonil-CoA con el acil-CoA mediante el concurso de un complejo de 
enzimas, denominado ácido graso sintasa (FAS); este paso proporciona dos nuevos átomos 
de carbono a la cadena del ácido. La etapa final es la esterificación de los compuestos de 
acil-CoA. En presencia de alcohol, la reacción produce un éster. La ruta metabólica que 
empieza en acetil-CoA conduce, por tanto, a ésteres de ácidos con número par de átomos 
de carbono. La síntesis de ésteres por las levaduras se produce sobre todo al final de la 
fermentación, debido a que su formación se encuentra inhibida por la presencia de 
oxígeno (Jackson, 1994). Posteriormente, la síntesis continúa por reacciones no 
enzimáticas, que están condicionadas por la composición del vino y las condiciones de 
almacenamiento (Rapp y Güntert, 1986); estas reacciones forman parte del proceso de 
envejecimiento de los vinos. La producción de ésteres por las levaduras está condicionada 
por múltiples factores, entre ellos la temperatura, las especies y cepas de levaduras, el 
efecto del oxígeno, la turbidez del mosto y la concentración de SO2. 
c) Ácidos 
La acidez del vino se clasifica en dos categorías: volátil y fija. La volátil se refiere a 
la producida por los ácidos que pueden obtenerse fácilmente por destilación mediante 
arrastre de vapor (fórmico, acético, propiónico y butírico), mientras que la acidez fija se 
refiere a la producida por ácidos poco volátiles (tartárico, málico, cítrico, isocítrico, 
fumárico, ácidos grasos). La fermentación tiene poco efecto sobre la acidez total del vino, 
pero incrementa notablemente la variedad de los ácidos presentes. Este incremento de la 
complejidad puede influir en el desarrollo del bouquet de envejecimiento. 
La concentración de los ácidos grasos de cadena corta (hasta el butírico) se 
incrementa durante la fermentación, mientras que la concentración de los ácidos de 
cadena más larga disminuye (Henschke y Jiranek, 1993). Los ácidos de cadena lineal más 
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larga (octanoico a dodecanoico) son productos intermedios en la formación de los ácidos 
hexadecanoico y octadecanoico, componentes estructurales de las membranas celulares. 
Cuando los niveles de estos compuestos están en su umbral de percepción, o un 
poco por debajo del mismo, contribuyen positivamente al aroma. Por encima de sus 
umbrales, los ácidos carboxílicos tienen una influencia negativa en el aroma del vino, 
aunque los olores suaves de los ácidos láctico y succínico no se consideran perjudiciales. 
Durante la fermentación y el envejecimiento, los ácidos están implicados en reacciones 
que llevan a la formación de ésteres. La acidez, al favorecer las reacciones de reducción, 
también contribuye al proceso de envejecimiento, y posibilita el desarrollo del bouquet del 
vino durante su maduración en la botella. 
d) Compuestos carbonílicos 
La fracción más volátil del aroma está constituida por los compuestos 
carbonílicos. En el mosto, se han encontrado muchos aldehídos saturados e insaturados 
(Schreier, 1979), cuyos precursores son los lípidos (Crouzet, 1986). Los aldehídos son los 
compuestos carbonílicos más destacables del aroma del vino, debido a sus bajos umbrales 
sensoriales (Suomalainen y Lethonen, 1979), sin embargo, en el vino sólo pueden 
detectarse unos pocos aldehídos de cadena corta, cuyo origen es fermentativo. El 
acetaldehído, que posee un olor parecido al de la manzana verde, es el más importante, y 
constituye más del 90% del total (Nykaenen, 1986). La mayor biosíntesis de aldehídos 
durante la fermentación tiene lugar cuando la acción de las levaduras está en su fase más 
vigorosa (Radler, 1973); la concentración de aldehídos producida depende de la especie 
de levadura que conduce la fermentación. 
Otros componentes habituales del aroma del vino son la 2,3-butanodiona y la 3-
hidroxi-2-butanona. El umbral de percepción de la 2,3-butanodiona es muy bajo en 
cerveza (0,15 mg/L), y su concentración en el vino es muy variable y depende del tipo de 
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uva. La concentración media de 3-hidroxi-2-butanona encontrada por Shinohara et al. 
(1979) en el vino osciló en el intervalo 0–140 mg/L. 
 
 
I.3. OBJETIVOS DEL TRABAJO 
Por todo lo dicho anteriormente los objetivos de este trabajo son: 
a) Vinificar las uvas con diferentes conservantes: SO2, lisozima, 
dimetildicarbonato y mezclas de SO2 + lisozima, y lisozima + 
dimetildicarbonato. 
b) Analizar el contenido de aminas biógenas en los vinos para ver cómo afectan 
estos tratamientos a la concentración de estas sustancias. 
c) Analizar el contenido de compuestos volátiles en los vinos para observar su 
concentración utilizando estos conservantes. 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
MATERIAL Y MÉTODOS 
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II. MATERIAL Y MÉTODOS 
II.1. FERMENTACIONES Y TRATAMIENTOS 
En este trabajo se ha utilizado mosto de las bodegas Sarría de la variedad 
Garnacha. Cada fermentación se ha hecho por duplicado, con 350 mL de mosto y en 
condiciones anaerobias, empleando para ello una trampa de agua. Las fermentaciones se 
llevaron a cabo en estufa a una temperatura de 22 ºC y con agitación magnética continua. 
Cada día se analizaba el proceso de fermentación mediante el índice de refracción de la 
muestra, que por medio de la escala Brix, se puede relacionar con el contenido en 
azúcares. Se consideró que la fermentación había concluido cuando la concentración de 
azúcares era inferior al 2,5%, y también por el color del vino y la ausencia de espuma y de 
dióxido de carbono en la trampa de agua. En algún caso se midió el grado alcohólico de la 
muestra final usándose un ebullímetro. 
En total se han realizado cinco pares de fermentaciones utilizando las 
concentraciones de conservantes recogidos en la tabla II.1. El dióxido de azufre se añadió 
en forma de metasulfito sódico (Na2S2O5) al 95% (Panreac), que libera un poco más del 
50% de dióxido de azufre al ser disuelto en el mosto o en el vino (Fleet, 1993). La 
lisozima y el dimetildicarbonato fueron de Sigma-Aldrich. Las muestras se denominaron 
de la siguiente forma: SO2 (fermentación realizada con SO2); LIS (fermentación realizada 
con lisozima); DMDC (fermentación realizada con dimetildicarbonato); SO2 + LIS 
(fermentación realizada con la mezcla de SO2 y lisozima); LIS + DMDC (fermentación 
realizada con la mezcla lisozima + dimetildicarbonato). 
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Tabla II.1. Tratamientos de las fermentaciones 
Compuesto SO2 LIS DMDC SO2 + LIS LIS + DMDC 
Na2S2O5 100mg/L    100 mg/L  - 
Lisozima - 0,25 g/L - 0,25 g/L 0,25 g/L 
DMDC - - 200 mg/L - 150 mg/L 
 
Las fermentaciones duraron alrededor de 20 días. Así como en el caso de las 
muestras SO2, DMDC, SO2 + LIS y LIS + DMDC, se observó un retraso del comienzo de la 
fermentación de entre 24-48 horas, no sucedió lo mismo con las muestras LIS, ya que la 
lisozima en principio, no afecta a las levaduras. 
II.2. PARÁMETROS ENOLÓGICOS GENERALES 
Los parámetros enológicos generales se midieron utilizando un aparato 
WineScan 79000 Auto (Foss Analitycal, Dinamarca) equipado con tecnología de 
espectroscopía infrarroja con transformada de Fourier. El rango de longitudes de onda 
empleado para los análisis fue de 240 a 1295 nm. Los valores son la media de dos réplicas.  
II.3. DETERMINACIÓN DE AMINAS 
La determinación de las aminas presentes en los vinos se realizó según el método 
descrito por Torrea y Ancín (2001). Este método está basado en la derivatización 
precolumna de las aminas mediante 6-aminoquinolil-N-hidroxisuccinimidil carbamato 
(AQC), según la reacción que se muestra a continuación: 
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AQC amina amina derivatizada NHS  
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Los derivados obtenidos se separaron por HPLC en fase reversa y se detectaron 
por fluorescencia, utilizando como longitudes de onda de excitación y emisión 250 nm y 
395 nm, respectivamente. Las aminas se identificaron por los tiempos de retención 
cromatográficos y para su cuantificación se utilizaron rectas de calibrado. 
II.3.1. Reactivos 
Los reactivos que se describen a continuación se utilizaron para la preparación 
de las muestras y las rectas de calibrado, así como para la preparación de las fases móviles 
utilizadas en los análisis cromatográficos. 
a) Preparación de la muestra y de las rectas de calibrado 
- Reactivo de derivatización, se obtiene por reconstitución de 6-
aminoquinolil-N-hidroxisuccinimidil carbamato (AQC) en acetonitrilo, de forma que la 
concentración final fue aproximadamente 10 mM.  
- Disolución tampón de tetraborato sódico (0,2 M) a pH 8,8, ajustado con 
ácido bórico. Ambos reactivos fueron de Waters (Milford, Massachussets, EE UU) 
- Metanol calidad HPLC, Scharlau 
- Patrones de las diferentes aminas: dihidrocloruro de histamina, 
hidrocloruro de tiramina, dihidrocloruro de 1,4-diaminobutano (dihidrocloruro de 
putrescina), dihidrocloruro de 1,5-diaminopentano (dihidrocloruro de cadaverina), 
hidrocloruro de feniletilamina, trihidrocloruro de espermidina, tetrahidrocloruro de 
espermina, hidrocloruro de dimetilamina, hidrocloruro de etilamina, pirrolidina, 
isopropilamina, hidrocloruro de dietilamina, isobutilamina, amilamina y hexilamina. 
Todos estos productos fueron suministrados por Aldrich. 
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b) Análisis cromatográfico 
La composición de las fases móviles fue la que se presenta a continuación: 
- Fase A, se obtuvo por la disolución de acetato sódico trihidratado calidad 
HPLC suministrado por Scharlau (140 mM) y trietilamina de Aldrich (17 mM), cuyo pH se 
ajustó a 5,05 con ácido fosfórico (85%) de Merck. Esta disolución se filtró por una 
membrana con un tamaño de poro de 0,45 µm y se desgasificó por ultrasonidos. 
- Fase B, consistió en metanol puro calidad HPLC también desgasificado por 
ultrasonidos. 
El pH se ajustó mediante un titulador automático Metrohm modelo 702 SM y el 
aparato de ultrasonidos empleado fue de la marca Selecta, modelo Ultrasons-H (Abrera, 
Barcelona). 
II.3.2. Preparación de las muestras y de las rectas de calibrado 
En la Figura II.1 se recoge la metodología seguida en la preparación de la 
muestra. En primer lugar, se filtraron 200 µL de vino para eliminar moléculas de tamaño 
superior a 10000 daltons. Para ello, se utilizaron ultrafiltros Ultrafree-MC de Millipore y 
una centrífuga Hermle modelo Z320 para favorecer la filtración, sometiendo la muestra a 
3000 rpm durante aproximadamente 30 minutos. A continuación, a 20 µL de la muestra 
ultrafiltrada se le adicionaron 40 µL de disolución tampón de tetraborato-ácido bórico, 
con objeto de conseguir el pH básico necesario para que ocurra la reacción de 
derivatización. Tras homogeneizar la muestra, se añadieron 40 µL de reactivo 
derivatizante (AQC) y después de homogeneizar de nuevo, la mezcla se mantuvo durante 5 
minutos a temperatura ambiente para permitir la formación de los derivados. Una vez 
transcurrido ese tiempo las muestras estuvieron preparadas para analizar. 
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Para obtener las rectas de calibrado se prepararon disoluciones madre de 2 g/L 
de cada amina en metanol. Posteriormente estas disoluciones se diluyeron para obtener 
de cada amina estudiada las siguientes concentraciones: 2, 5, 10, 15, 20, 30, 60, 100 µg/L. 
Estos patrones se derivatizaron siguiendo el mismo procedimiento que se ha descrito para 
las muestras. 
 
Figura II.1. Esquema de la preparación de la muestra para el análisis de aminas.  
MUESTRA
200 µl
FILTRACIÓN
Ultrafree-MC
Centrifugar a 3000 rpm
30 minutos
HOMOGENEIZACIÓN
DERIVATIZACIÓN
5 minutos
MUESTRA LISTA PARA 
CROMATOGRAFIAR
Se toman 20 µl del  ultrafiltrado
+ 40 µl de tetraborato-ácido 
bórico
+ 40 µl de AQC
Moléculas de tamaño
superior a 10000 daltons
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II.3.3. Análisis cromatográfico 
En primer lugar se describe la instrumentación empleada y las condiciones 
experimentales para la determinación de aminas por HPLC y después se comentan 
aspectos sobre la identificación y cuantificación de las aminas. 
a)  Condiciones cromatográficas 
Los análisis cromatográficos se realizaron mediante un cromatógrafo líquido 
Waters equipado con dos bombas modelo 510, módulo de control de temperatura TCM, 
inyector automático 717 Plus y detector de fluorescencia modelo 474. Para la separación 
de las aminas se utilizó una columna cromatográfica Pico·Tag (30 cm de longitud x 3’9 mm 
de diámetro interno) de fase reversa, que contiene fase estacionaria de 4 µm de tamaño de 
partícula, compuesta por sílice amorfa enlazada a grupos dimetiloctadecilsililo. El control 
del cromatógrafo y el procesamiento de los datos se realizaron con el programa Empower 
2.0 (Waters). 
La temperatura de la columna fue de 65 ºC y se trabajó en gradiente, con las fases 
A y B descritas anteriormente. En la Tabla II.1 se muestra el programa de gradiente 
utilizado para la separación cromatográfica de las diferentes aminas. La longitud de onda 
de absorción de las aminas derivatizadas se fijó en 250 nm, y la longitud de onda de 
emisión en 395 nm. El volumen de inyección fue de 10 µL tanto para los patrones como 
para las muestras. 
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Tabla II.1. Programa de gradiente de las fases móviles A y B. 
Tiempo 
(min) 
Flujo 
(mL/min) 
Fase móvil A 
(%) 
Fase móvil B 
(%) 
0 
5 
25 
26 
31 
33 
40 
1 
1 
1 
1 
1 
1 
1 
80 
80 
20 
0 
0 
80 
80 
20 
20 
80 
100 
100 
20 
20 
 
b) Identificación y cuantificación de aminas 
Tanto la identificación como la cuantificación de las aminas se llevaron a cabo con 
ayuda del software Empower 2.0. La identificación se hizo mediante los tiempos de 
retención obtenidos tras inyectar un patrón de aminas, y la cuantificación utilizando rectas 
de calibrado. Feniletilamina y espermidina no se pudieron separar por lo que se 
analizaron como la suma de ambas. Para ello se utilizó una recta de calibrado con un 
patrón de estas dos aminas al 50%. El orden de elución fue el siguiente: histamina, 
dimetilamina, etilamina, pirrolidina, isopropilamina, tiramina, dietilamina, putrescina, 
isobutilamina, cadaverina, feniletilamina + espermidina, amilamina, espermina y 
hexilamina. 
II.4. DETERMINACIÓN DE COMPUESTOS VOLÁTILES FERMENTATIVOS 
La técnica utilizada para la determinación de estos compuestos fue la 
cromatografía de gases con detección por espectrometría de masas. Dado que el rango de 
concentraciones de estos compuestos es muy amplio como consecuencia de los diferentes 
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estados fermentativos en que se tomaron las muestras, se empleó un método de análisis 
con dos tipos de inyección diferentes (en base a la concentración de los compuestos en la 
muestra) para su separación, identificación y cuantificación.  
Inicialmente se describen los reactivos necesarios para preparar la muestra y las 
rectas de calibrado, en segundo lugar se explica el método de extracción sólido-líquido de 
las sustancias volátiles y por último se comentan aspectos sobre la identificación y 
cuantificación de dichos compuestos volátiles. 
II.4.1. Reactivos 
Los reactivos que se describen a continuación se utilizaron para la preparación 
de las muestras y las rectas de calibrado. 
- Metanol calidad HPLC, Scharlau 
- Etanol calidad HPLC, Scharlau 
- Diclorometano calidad HPLC, Panreac 
- Ácido heptanoico, Aldrich 
- Patrones de los diferentes compuestos volátiles: alcoholes isoamílicos, 
isobutanol, 2-feniletanol, triptofol, n-hexanol, 1-butanol, 3-(metiltio)-1-propanol, alcohol 
bencílico, alcohol feniletílico, tirosol, γ-butirolactona, acetovainillona, 3-hidroxi-2-
butanona, malato de dietilo, acetato de isoamilo, lactato de etilo, acetato de etilo, 
hexanoato de etilo, octanoato de etilo, decanoato de etilo, succinato de dietilo, succinato 
ácido de etilo, 3-hidroxibutirato de etilo, ácido butírico, ácido hexanoico, ácido heptanoico, 
ácido octanoico, ácido decanoico, ácido dodecanoico, ácido tetradecanoico, ácido 
hexadienoico, ácido octadecanoico y ácido octadecadienoico; todos ellos de Aldrich. 
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II.4.2. Preparación de la muestra y de las rectas de calibrado 
Para obtener extractos susceptibles de ser cromatografiados se precisa 
concentrar y purificar las muestras. Para ello se empleó como técnica preparativa la 
extracción en fase sólida (SPE) descrita por López et al. (2002) siguiendo el esquema de la 
Figura II.2. Se utilizaron cartuchos Lichrolut EN rellenos con 200 mg de resina (3 mL de 
volumen total) fabricados por Merck. El disolvente seleccionado para la extracción fue 
diclorometano, pues reúne como características favorables la baja solubilidad del etanol y 
punto de ebullición adecuado (40 ºC). Primero se procedió al acondicionamiento de la 
resina del cartucho para que no se produjesen pérdidas de compuestos volátiles que 
puedan quedar retenidos en ella. Para ello se hizo pasar a través de los cartuchos 4 mL 
(2x2 mL) de diclorometano a una velocidad de 2 mL/min. Se repite el proceso con metanol 
y, por último, con una disolución de etanol al 12% (v/v). La circulación del líquido a través 
de los cartuchos se realizó empleando una estación de vacío Vac Elut 20 (Varian, CA, EE 
UU). A 50 mL de la muestra de vino se le añadieron 100 µL de disolución de ácido 
heptanoico como estándar interno y se centrifugaron durante 30 min a 3000 rpm. 
Posteriormente, la muestra se hizo circular a través del cartucho acondicionado a una 
velocidad de extracción de 2 mL/min. Después se secó el cartucho dejando pasar aire 
durante 20 minutos. Los compuestos volátiles se recuperaron haciendo pasar 1,3 mL de 
diclorometano a través del cartucho y se recogieron en un vial. Las muestras así tratadas 
se congelaron y conservaron a -30 ºC para su posterior análisis cromatográfico. 
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Figura II.2. Esquema de la preparación de la muestra mediante extracción en 
fase sólida (SPE) para el análisis de compuestos volátiles fermentativos 
La cuantificación de los compuestos volátiles se realizó mediante una recta de 
calibrado para los compuestos mayoritarios y con patrón interno (ácido heptanoico) para 
los minoritarios. Para ello se adicionaron a un volumen conocido de diclorometano los 
distintos compuestos a analizar en concentraciones similares a las que están presentes en 
el vino. La recta de calibrado de los compuestos mayoritarios (alcoholes isoamílicos, 2-
feniletanol, tirosol y triptofol) se hizo con concentraciones entre 200 y 1500 ppm.. 
 
 
MUESTRA
50 ml
EXTRACCIÓN A VACÍO
Cartucho Lichrolut
acondicionado
v < 2 ml/min
MUESTRA LISTA PARA 
CROMATOGRAFIAR
Adición de ácido heptanoico
Centrifugación 30 min;3000 rpm
EXTRACCIÓN
1,3 ml diclorometano
SECADO A VACÍO
t ≈ 30 min
Cartucho 
Lichrolut
+ 4 ml diclorometano
+ 4 ml metanol
+ 4 ml etanol (12% v/v)
Cartucho 
Lichrolut
acondicionado
49 
 
II.4.3. Análisis cromatográfico 
a) Condiciones cromatográficas 
La técnica utilizada para la separación, identificación y cuantificación de los 
compuestos del extracto obtenido fue la cromatografía de gases acoplada a un detector de 
espectrometría de masas (GC-MS). Para ello, se utilizó un cromatógrafo de gases Shimadzu 
GC-2010 (Shimadzu Corporation, Kyoto, Japón), equipado con un detector con analizador 
por cuadrupolo y un inyector automático Shimadzu AOC - 20i. Se empleó una columna 
capilar TRB-WAX (fase estacionaria polietilenglicol, entrecruzada y enlazada 
químicamente) de 30 m de longitud, 0,25 mm de diámetro interno y 0,25 µm de espesor 
de fase estacionaria (Teknokroma, Barcelona). Las condiciones cromatográficas fueron 
similares para el análisis tanto de los compuestos volátiles mayoritarios como de los 
minoritarios. El helio fue el gas portador, a 30 kPa de presión en cabeza; la temperatura 
del inyector fue de 250 ºC; la temperatura inicial del horno, 50 ºC, mantenida durante 10 
minutos, con una rampa de subida de 2 ºC/minuto hasta llegar a una temperatura de 240 
ºC, que se mantuvo durante 20 minutos; la temperatura de la línea de transferencia fue de 
280 ºC. Para el análisis de los compuestos mayoritarios se empleó inyección con flujo 
dividido (1:100), mientras que para los compuestos minoritarios, el análisis se efectuó con 
una relación de flujo (1:2), ajustando en ambos casos mediante el voltaje del detector su 
sensibilidad para evitar que se produjese saturación en las zonas donde aparecen los 
compuestos mayoritarios, e incluso llegándolo a apagar en determinadas zonas. En los dos 
casos el volumen de inyección fue de 1 µL. La ionización se efectuó por impacto 
electrónico a 70 eV. El modo de operación fue de barrido con detección de masas entre 35 
y 300 uma. 
b) Identificación y cuantificación de compuestos volátiles 
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El procedimiento para la identificación inicial de los compuestos separados en el 
sistema GC-MS consistió en la comparación informática de los espectros de masas de cada 
uno de los picos del extracto con los contenidos en la biblioteca comercial WILEY 229, que 
almacena los espectros de masas de más de 229000 compuestos. El criterio definitivo para 
la identificación de los compuestos separados fue la doble coincidencia de los espectros de 
masas y tiempos de retención cromatográficos con la de los patrones. El análisis 
cuantitativo requirió, en el equipo utilizado, la extracción de iones del espectro de cada 
uno de los picos identificados como paso previo a la comparación de áreas. Se utilizó ácido 
heptanoico como patrón interno. En la tabla II.2 se relacionan los “iones diana” elegidos 
para cada uno de los compuestos. 
Tabla II.2. Fragmentos seleccionados para la cuantificación de los compuestos volátiles 
fermentativos identificados 
compuesto ion (uma)  compuesto ion (uma) 
alcoholes isoamílicos 41/57  malato de dietilo 71/117 
n-hexanol 43/56/69  lactato de etilo 43/45/75 
isobutanol 41/43  hexanoato de etilo 43/60/88 
alcohol bencílico 79/108  octanoato de etilo 57/60/88 
3-(metiltio)-1-propanol 61/106  decanoato de etilo 88/101 
2-feniletanol 91/122  3-hidroxibutirato de etilo 43/45/60 
1-butanol 41/56  ácido butirico 60/73 
tirosol 107/138  ácido hexanoico 41/60/73 
triptofol 130/161  ácido octanoico 60/73/101 
γ-butirolactona 42/56/86  ácido decanoico 60/73/129 
acetovainillona 151/166  ácido dodecanoico 60/73/101 
3-hidroxi-2-butanona 43/45  ácido tetradecanoico 60/71/228 
succinato de dietilo 101/129  ácido hexadecanoico 73/129 
acetato de isoamilo 43/55/70  ácido octadecanoico 181 
acetato de etilo 87/104  ácido octadecadienoico 124 
succinato ácido de etilo 101/128  
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III. RESULTADOS Y DISCUSIÓN 
III.1. PARÁMETROS GENERALES Y VELOCIDAD DE REACCIÓN 
En la Tabla III.1 se recogen los parámetros enológicos del mosto Garnacha con el 
que se ha realizado este trabajo. En la tabla se observa que la concentración de azúcares es 
la adecuada para una correcta fermentación alcohólica y que la concentración de 
nitrógeno amínico (139 mg N/L) fue similar al valor medio (199 mg N/L) encontrado por 
Henschke y Jiranek (1993) para siete variedades australianas de uva.  
Tabla III.1. Parámetros enológicos del mosto Garnacha 
pH 3,58 ± 0,00 
Glucosa + fructosa (g/L) 234,00 ± 0,07 
Acidez total (g/L) 5,10 ± 0,08 
Ácido málico (g/L) 1,9 ± 0,1 
Grado alcohólico probable (º) 13,90 ± 0,01 
N amínico (mg/L) 139,0 ± 1,4 
N amoniacal (mg/L) 60,5 ± 4,9 
YAN (mg/L) 199,3 ± 3,1 
En la Tabla III.2. se recogen los resultados de los parámetros enológicos de los 
vinos obtenidos. En esta tabla se observa que la acidez volátil de todas las muestras fue 
inferior en todos los casos al umbral encontrado por Peynaud (1993) como indeseable 
para el aroma del vino (0,6 g HAc/L). La acidez volátil en el tratamiento con lisozima es 
inferior que en el resto de los casos, lo que coincide con los resultados de Sonni et al. 
(2009). Si bien hay poca variación de los parámetros enológicos entre los distintos 
tratamientos, se observa un pH más ácido para el vino obtenido con lisozima y con 
lisozima y dióxido de azufre, diferencia que se mantiene también en el grado alcohólico y 
la acidez volátil. 
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Tabla III.2. Parámetros enológicos de los vinos 
 
a como ácido tartárico; LIS: lisozima; DMDC: dimetildicarbonato. 
En la Figura III.1 se representa el consumo de azúcares reductores con el tiempo 
para las distintas fermentaciones realizadas. Destacan los tiempos más largos para el final 
de la fermentación con lisozima. La lisozima es un compuesto antibacteriano que no afecta 
a las levaduras, así que el inicio de la fermentación no se retrasó las 24-48 horas comunes 
al tratamiento del dióxido de azufre, del dimetildicarbonato y de los tratamientos mixtos: 
lisozima y dimetildicarbonato, y dióxido de azufre y lisozima. 
 
 
 
 
 
 SO2 LIS DMDC SO2 + LIS LIS + DMDC 
pH 4,22 ± 0,01 3,69 ± 0,00 4,30 ± 0,00 3,65 ± 0,00 4,20 ± 0,00 
Grado alcohólico (% v/v) 2,54 ± 0,00 7,61 ± 0,02 1,78 ± 0,03 7,48 ± 0,01 2,20 ± 0,02 
Acidez total (g/L) 
a
 7,0 ± 0,0 5,9 ± 0,0 7,0 ± 0,0 5,5 ± 0,0 6,9 ± 0,0 
Acidez volátil (g/L) 0,38 ± 0,01 0,25 ± 0,00 0,32 ± 0,01 0,29 ± 0,00 0,29 ± 0,01 
Azúcares reductores (g/L) 4,40 ± 0,14 2,90 ± 0,07 4,3 ± 0,1 3,3 ± 0,1 3,9 ± 0,1 
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Figura III.1. Consumo de azúcares reductores con el tiempo para las distintas 
fermentaciones realizadas.  
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c) Fermentación con DMDC 
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b) Fermentaciones SO2 + lisozima 
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III.2. EVOLUCIÓN DE LAS AMINAS DURANTE LA FERMENTACIÓN ALCOHÓLICA 
La concentración de aminas en el mosto Garnacha utilizado para este trabajo se 
recoge en la Figura III.2. En este mosto se encontraron pequeñas cantidades de histamina, 
dimetilamina, etilamina, isopropilamina, tiramina, dietilamina, putrescina y cadaverina. 
Algunas de estas aminas son constituyentes normales de las uvas, y sus concentraciones 
varían con la variedad de uva, el tipo de suelo, la fertilización y las condiciones climáticas 
(Millán et al., 2007). 
 
Figura III.2. Concentración de aminas (mg/L) en mosto Garnacha 
La concentración de aminas biógenas en los vinos procedentes de las 
fermentaciones con distintos tratamientos se presenta en la Figura III.3. La concentración 
de histamina en todos los vinos se encontró siempre dentro del rango de concentraciones 
(8-20 mg/L) en las cuales esta amina puede provocar efectos tóxicos en el consumidor 
(Soufleros et al., 1998). La toxicidad de histamina sobre la población es difícil de 
establecer ya que en algunos casos se han asociado efectos tóxicos con ingestas muy bajas 
de esta amina (Wantke et al., 1996), dado que existen individuos especialmente sensibles a 
la acción de esta sustancia. Generalmente la especial sensibilidad de estos individuos es 
debida a que presentan déficit de DAO o siguen un tratamiento con fármacos IMAO. 
Asimismo existen sustancias que potencian la toxicidad de la histamina, como son otras 
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aminas biógenas presentes en los alimentos (tiramina, feniletilamina, triptamina, 
putrescina o cadaverina) que compiten por las mismas vías de metabolización endógena y 
dificultan el metabolismo de la histamina para su eliminación (Veciana-Nogués y Vidal-
Carou, 2000). Además, se ha observado que algunos compuestos presentes en bebidas 
alcohólicas como el alcohol, el acetaldehído del vino o los polifenoles del té potencian la 
acción tóxica de la histamina. 
 
 
 
 
 
 
 
Figura III.3. Concentración de aminas biógenas en los vinos procedentes de los distintos 
tratamientos.  S (dióxido de azufre), L (lisozima), D (DMDC), SL (dióxido de azufre+lisozima) y LD (lisozima+DMDC) 
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En general, los vinos obtenidos con dióxido de azufre presentaron menor 
concentración de aminas biógenas que las muestras obtenidas con el resto de los 
conservantes. En el caso de la histamina, la muestra que presentó menor concentración 
fue el vino obtenido con dimetildicarbonato (Figura III.3a). Al contrario de lo que ocurría 
con SO2, en general las mayores concentraciones de aminas biógenas se encontraron en las 
fermentaciones producidas con lisozima y con lisozima + dimetildicarbonato. Cejudo-
Bastante et al. (2010) en vino blanco variedad Sauvignon  Blanc, encontraron que la 
adición pre-fermentativa de lisozima no tenía influencia específica en la cantidad final de 
aminas biógenas en vino. Por el contrario, López et al. (2009) concluyeron que el 
tratamiento con lisozima en mosto Tempranillo al final de la fermentación disminuye el 
contenido en aminas biógenas, y más en concreto de histamina, aunque se refieren sobre 
todo a la fermentación maloláctica, que en nuestro caso no se ha producido. 
La concentración de aminas volátiles en los vinos obtenidos con los diferentes 
tratamientos se presenta en la Figura III.4. Al igual que ocurría con las aminas biógenas, el 
SO2 parece ser el conservante más eficaz para conseguir vinos con bajas concentraciones 
de aminas volátiles. Los vinos fermentados con SO2 no presentaron concentración de 
dimetilamina ni pirrolidina, aminas que contienen grupos amino secundarios, que pueden 
formar nitrosaminas, compuestos potencialmente cancerígenos. Por el contrario, el SO2 no 
fue un conservante eficaz con respecto a la dietilamina, ya que la concentración de esta 
amina fue más elevada en los vinos obtenidos con SO2 que con el resto de conservantes. 
Estos resultados contrastan con el trabajo de Sonni et al. (2009), en el que defienden que 
no hay diferencias significativas entre el tratamiento con de dióxido de azufre, y el 
tratamiento con lisozima en la fermentación de vino blanco. La dietilamina también 
pertenece al grupo de aminas que poseen grupos amino secundarios en su molécula. La 
mayor parte de las aminas volátiles presentaron concentraciones más elevadas cuando se 
empleó lisozima y lisozima + dimetildicarbonato, que cuando se emplearon el resto de 
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conservantes. Esto ocurrió en el caso de etilamina, pirrolidina, isobutilamina, amilamina y 
hexilamina. 
60 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura III.4. Concentración de aminas volátiles en los vinos obtenidos con los diferentes 
tratamientos. S (dióxido de azufre), L (lisozima), D (DMDC), SL (dióxido de azufre+lisozima), LD (lisozima+DMDC) 
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III.3. COMPUESTOS VOLÁTILES 
En la bibliografía consultada se han encontrado pocos estudios sobre cómo afecta 
la utilización de diferentes conservantes sobre la concentración de compuestos volátiles 
en el vino. Sonni et al. (2008; 2011) analizaron los compuestos volátiles en vino blanco, 
tras remplazar el dióxido de azufre por lisozima y por taninos, o bien por una mezcla de 
ambos. Puesto que las muestras empleadas en este trabajo son de mosto Garnacha, las 
concentraciones de volátiles son mayores que en dicho trabajo, por lo que es difícil 
comparar los resultados con los obtenidos en este trabajo. 
III.3.1. Alcoholes superiores 
La concentración de los alcoholes superiores identificados en las muestras de 
vino se muestra en la Tabla III.3. Los alcoholes superiores no solamente se sintetizan a 
partir de compuestos nitrogenados, sino que se forman también a partir de azúcares, ya 
que se ha observado que la producción de alcoholes superiores ocurre también después de 
que se produzca el consumo de la mayoría de los aminoácidos (Rapp y Versini, 1991). 
Estos mismos autores encontraron que concentraciones totales de alcoholes superiores 
por debajo de 300 mg/L añaden complejidad al aroma del vino. Sin embargo, cuando la 
concentración de estos compuestos es mayor de 400 mg/L enmascaran el resto de los 
aromas del vino. En nuestro caso, la concentración total de alcoholes superiores, se 
encontró por debajo de 300 mg/L en todas las muestras (Tabla III.3). 
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Tabla III.3. Concentraciones (ppm) para los alcoholes superiores  
LIS: lisozima; DMDC: dimetildicarbonato 
 La concentración total de alcoholes superiores fue muy alta en el tratamiento con 
lisozima y estuvo muy cercana a los 300 mg/L en la que estos alcoholes pueden resultar 
indeseables ya que enmascaran el aroma del resto de compuestos volátiles. 
 Si tenemos en cuneta los alcoholes individuales en el tratamiento con lisozima las 
concentraciones de alcoholes isoamílicos, isobutanol, 1-butanol, 1-hexanol, alcohol 
bencílico y 3-metiltio-1-propanol fueron muy superiores a cuando se utilizaron otros 
tratamientos para la conservación del vino. 
 El 2-feniletanol que interviene de forma apreciable en el aroma del vino ya que 
presenta olor a rosas presentó concentraciones muy similares con todos los tratamientos 
aunque más altas en el tratamiento de lisozima+dimetildicarbonato que en el resto de los 
tratamientos. En el caso del tirosol que presenta aroma a miel la concentración también 
fue más alta en el caso de lisozima+DMDC que en el resto de tratamientos. Luego se podría 
decir que la concentración de alcoholes superiores estuvo bastante influenciada por el tipo 
de tratamiento y que fue la  lisozima con la que se obtuvo mayores cantidades. 
 SO2 LIS DMDC SO2 + LIS LIS + DMDC 
Alcoholes isoamílicos 5,38 37,28 9,9 57 10 
Isobutanol 0,29 176 1 1,6 1,1 
1-butanol 0,026 3,56 0,04 0,03 0,08 
2-feniletanol 0,156 0,34 0,54 0,10 0,77 
Tirosol 7,72 9 7 8,5 14 
Triptofol - 0,130 0,11 0,03 0,11 
1-hexanol 0,089 29,5 0,033 0,5 0 
Alcohol bencílico 0,125 9,9 0,13 0,08 - 
3-metiltio-1-propanol 1,64 31,9 1,6 0,2 0 
Alcoholes totales 15,4 298 20 68 26 
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III.3.2. Ésteres y compuestos carbonílicos 
Los ésteres son a menudo los principales compuestos volátiles responsables del 
aroma del vino. La formación de ésteres está bajo la influencia de numerosos factores, 
entre los que destaca el contenido de nitrógeno amínico del mosto (Ough y Lee, 1981).  
Tabla III.4. Concentraciones (ppm) para los ésteres y compuestos carbonílicos 
‡ Excepto acetato de etilo 
La concentración más alta de ésteres totales se ha obtenido con el tratamiento de 
lisozima (Tabla III.4), al igual que ocurría con los alcoholes isoamílicos (Tabla III.3). La 
concentración de hexanoato de etilo fue más abundante en el tratamiento de lisozima, 
seguido de la muestra de dióxido de azufre; en el resto, la concentración de este éster 
presenta resultados similares para los tratamientos de SO2 y lisozima, y lisozima y 
dimetildicarbonato, y en concentración de trazas para DMDC. El octanoato de etilo sigue 
una tendencia similar, que no se observa para el acetato de isoamilo. Este está en su mayor 
concentración en el tratamiento de DMDC y lisozima, seguido por el DMDC solo que es 
prácticamente el doble de la concentración en SO2, siendo para SO2 y lisozima la 
concentración más baja. Lo mismo ocurre con el acetato de etilo, aunque para este 
 SO2 LIS DMDC SO2 + LIS LIS + DMDC 
Hexanoato de etilo 0,228 1,90 0,005 0,058 0,040 
Octanoato de etilo 0,200 0,962 0 0,084 0,016 
Decanoato de etilo - 0 0 0 0 
Acetato de isoamilo 0,135 0,338 0,260 0,009 0,936 
Acetato de etilo 0,148 42,1 1,35 0,494 0 
Lactato de etilo 1,48 74,4 1,40 0,442 0,858 
Succinato ácido de etilo 2,03 174 0,572 1,95 2,86 
3-hidroxibutirato de etilo 0,274 12,5 0,364 0 1,40 
γ-butirolactona 0,338 24,6 0,468 0 1,20 
3-hidroxi-2-butanona 2,11 75,9 0,754 0,494 1,40 
Acetovainillona 0,086 9,46 0,117 0,072 0,182 
Ésteres totales‡ 4,77 298 3,19 2,62 7,49 
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compuesto la concentración de SO2 y lisozima es mayor que la de la muestra control. Para 
el lactato de etilo, las mayores concentraciones son las de los tratamientos de SO2 y DMDC;  
presentando la lisozima y DMDC más concentración  que el tratamiento de SO2 y lisozima.  
En cambio, para el succinato ácido de etilo, la mayor concentración es la de 
lisozima; seguida por lisozima y DMDC, después la del SO2, SO2 y lisozima, y por último el 
tratamiento de DMDC. Para el 3-hidroxibutirato de etilo, se mantiene que la concentración 
es más alta para lisozima, y para lisozima y DMDC, siendo mayor que la hallada para los 
tratamientos de SO2 y DMDC (que son bastante similares). La misma tendencia sigue la γ-
butirolactona.  
Para la 3-hidroxi-2-butanona, la mayor concentración, sin tener en cuenta los 
resultados de lisozima, es la del SO2, prácticamente el doble que la de lisozima y DMDC, a 
la que siguen en orden decreciente la de DMDC y la de SO2 y lisozima. En la acetovainillona, 
los resultados son más similares entre sí: la mayor concentración se observa para lisozima, 
lisozima y DMDC, luego para DMDC y para SO2, y por último SO2 y lisozima. 
III.3.3. Ácidos 
En la tabla III.5 se presentan los resultados para estos compuestos. La 
concentración total de estos compuestos en todos los vinos fue muy inferior al umbral que 
se considera indeseable para el aroma del producto (20 mg/L, según Pozo-Bayón et al., 
2005), excepto para el tratamiento con lisozima. 
 
 
 
 
Tabla III.5. Concentraciones (ppm) para los ácidos.  
 SO2 LIS DMDC SO2 + LIS LIS + DMDC 
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La mayor concentración de ácidos grasos se obtuvo con el tratamiento de 
lisozima. Observamos que para el ácido butírico, efectivamente, la concentración más alta 
es la de lisozima, seguida por lisozima y DMDC, por DMDC, después por SO2, y por último 
SO2 y lisozima. En cambio, de ácido hexanoico la mayor concentración, después de la 
lisozima, es la del control de SO2, que es más abundante que las de lisozima y DMDC, y SO2 
y lisozima. Para el ácido octanoico, la concentración más alta es la de lisozima y la del 
tratamiento mixto de lisozima y DMDC, y después la del SO2, y la de SO2 y lisozima. El ácido 
decanoico solo se observó en la muestra control de SO2. El ácido dodecanoico se encuentra 
en concentración de trazas, y la diferencia más llamativa es la concentración superior para 
el tratamiento de SO2 y lisozima, y el tratamiento de lisozima. En cuanto al ácido 
octadecanoico solo se observó en cantidad de trazas en la muestra control de SO2. 
  
Ácido butírico (C4:0) 0,702 30,5 1,25 0,182 2,24 
Ác. hexanoico (C6:0) 2,03 147 0 1,64 1,69 
Ác. octanoico (C8:0) 0,650 12,7 0 0,442 1,01 
Ác. decanoico (C10:0) 0,520 0 0 0 0 
Ác. dodecanoico (C12:0) 0,006 7,75 0 0,021 0,004 
Ác. Isobutírico (C4:0) 2,05 126 2,42 0,650 2,00 
Ác. Isovalérico (C5:0) 1,35 105 1,64 0,806 2,83 
Ác. octadecanoico (C18:0) 0,006 0 0 0 0 
Ácidos totales 8,84 429 5,31 4,29 9,77 
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IV. CONCLUSIONES 
1. Se encontró que los vinos obtenidos con lisozima, y dióxido de azufre 
con lisozima, presentaron un pH más ácido, junto con un mayor grado 
alcohólico, y menor acidez fija y volátil que los vinos obtenidos con 
otros tratamientos. 
2. Las fermentaciones más largas fueron las que se llevaron a cabo con 
lisozima. 
3. El dióxido de azufre se demostró como el conservante más eficaz para 
mantener bajas las concentraciones de aminas biógenas y volátiles en 
el vino Garnacha. 
4. El tratamiento con lisozima parece el menos agresivo, y en el que se 
producen una mayor concentración de compuestos volátiles en el vino. 
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